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新 型 可 控 性 栓塞 剂 MNPs-tTF 的 构建 
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【摘要 】 目 的 构建 新 型 的 具有 可 控 性 且 能 诱发 动物 血栓 的 栓塞 剂 一 磁 靶 向 凝血 蛋白 ， 从 而 为 
动物 血栓 模型 的 建立 提供 新 工具 。 方法 使 用 化 学 共 沉 淀 法 合成 磁 流 体 (Magnetic Nanoparticles, 
MNPs), ， 通 过 透析 对 其 纯化 后 用 超 导 量子 干涉 磁 强 针 《SQU1D) 测定 其 磁性 能 ; 利用 基因 工程 方法 
表达 截 短 组 织 因 子 (truncated tissue factor，tTF， 又 称 凝血 蛋白 ) 并 纯化 与 鉴定 ; XARZI 
交 联 法 构建 磁 靶 向 凝血 蛋白 〈MNPs-tTF) ， 体 外 分 析 其 磁 控 靶 向 性 及 凝血 效力 。 结 果 成 功 构建 
了 磁 靶 向 凝血 蛋白 MNPs-tTF, 体外 实验 证 实 其 保留 有 磁 流 体 MNPs 的 磁 控 靶 向 性 ， 以 及 凝血 蛋白 tTF 
的 凝血 效力 。 结 论 成 功 构 建 了 磁 靶 向 凝血 蛋白 MNPs-tTF， 为 血栓 模型 动物 的 建立 提供 一 种 新 工 
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[Abstract] Objective To establish a neotype controllability magnetic targeting restructuring truncated 
tissue factor s for establish animal models of thrombosis. Methods Magnetic nanoparticles (MNPs) 
were prepared by chemical coprecipitation, and employed the superconducting quantum interference 
device to characterized the MNPs magnetization. The truncated tissue factor (tTF) were expressed 
efficiently in E.coli and purification by gene engineering technology. MNPs conjugated the tTF by 
glutaraldehyde to compose MNPs-tTF. In vitro analysis the effects of magnetic targeting and blood 
coagulation of MNPs-tTF. Result The magnetic targeting restructuring truncated tissue factor 
composites were build successfully. They are reserve efficient coagulation effect and magnetic targeted 
ability in vitro. Conclusion We have successfully prepared magnetic targeting thrombin system 
MNPs-tTF, which maybe provide a basis for developing the establish animal models of thrombosis. 
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血栓 性 疾病 是 由 血栓 形成 和 血栓 栓塞 两 种 病理 过 程 所 引起 的 疾病 ， 如 冠状 动脉 、 
脑 动脉 、 肠 系 膜 动脉 及 肢体 动脉 和 胭 静 脉 、 股 静脉 、 肠 系 膜 静脉 及 门静脉 等 的 栓塞 。 
血栓 性 疾病 的 病因 及 发 病 机 制 十 分 复杂 ， 迄 今 尚 未 完全 明确 ”。 针 对 不 同 的 病因 建立 
适合 血栓 性 疾病 研究 的 血栓 动物 模型 非常 重要 , 现 已 建立 的 血栓 动物 模型 制备 的 常用 
方法 主要 有 注射 凝血 酶 法 、 自 体 血栓 注入 法 、 结 扎 法 和 损伤 血管 内 膜 法 (包括 机 械 损 
伤 法 、 电 流 损伤 法 、 光 化 学 法 和 三 氧化 铁 腐蚀 法 等 )”。 它 们 从 不 同 侧面 反映 不 同 诱发 
因素 血栓 性 疾病 的 病理 状况 ， 但 尚 存在 不 容易 控制 、 重 复 性 较 差 、 需 要 手术 等 不 足 。 
本 文 首次 使 用 基因 工程 技术 制备 高 纯度 的 凝血 蛋白 ， 并 结合 超 顺 磁 性 纳米 材料 ， 建 立 
一 种 可 控 诅 向 性 的 栓塞 剂 ， 为 动物 血栓 模型 的 建立 提供 新 的 工具 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 


大 肠 杆菌 E. coli BL21(DE3) 和 质粒 pET22b (+) 购 自 Novagen 公 司 。 人 肝癌 细胞 
SMMC7721 由 厦门 大 学 抗 癌 研 究 中 心 保存 。 


1.0 磁 流 体 的 化 学 合成 及 磁性 能 测定 


以 氨水 为 沉淀 剂 、 凑 甲 基 化 过 聚 糖 为 稳定 剂 ,参考 传统 的 化 学 共 沉淀 法 一 步 合成 
具有 较 高 稳定 性 的 磁 流 体 (Magnetic Nanoparticles，MNPs) 。 具 体 过 程 为 ”将 送 甲 
基 壳 聚 糖 (0CMCs) 、FeC13 溶 液 按 一 定 比 例 加 入 反应 器 中 ， 机 械 搅 拌 使 其 混 匀 。 然 后 以 
Fe3+:Fe2+ 的 摩尔 比 为 2:1 的 量 加 入 FeS04，。7H20， 缓 慢 加 热 至 65'C 待 其 完全 溶解 后 ， 
一 边 强 烈 搅 拌 一 边 逐 滴 加 入 50% 的 氨水 ， 直 到 反应 液 pH 值 为 9-10 为 止 ， 保 持 温度 继续 
反应 60 min。 然 后 在 80C 下 水 浴 , 使 反应 混 悬 液 熟 化 1 h。 然 后 , 冷却 至 室温 于 7000r/min 
离心 20min 以 除去 大 颗粒 。 最 后 ， 将 悬浮 液 用 截留 分 子 量 为 50000 的 透析 膜 透 析 24h， 
以 除去 游离 的 氨水 、 铁 离子 、 羧 甲 基 壳 聚 糖分 子 等 杂质 ， 即 得 羧 甲 基 壳 聚 糖 稳定 的 磁 
性 氧化 铁 胶 体 ， 也 成 为 磁 流 体 。 


取 微 量 MNPs 干 粉 ， 称 重 后 封 入 胶 圳 ， 在 室温 (300K) 磁场 强度 变化 范围 为 
-30000 ”300000e 的 条 件 下 ， 用 超 导 量 子 干涉 磁 强 针 CSQUIDO 测定 其 磁性 能 。 


1.3 凝血 蛋白 的 基因 表达 及 鉴定 


利用 基因 工程 技术 ,设计 引物 、 扩 增 基因 、 酶 切 连 接 构建 凝血 蛋白 (truncated 
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tissue factor, tTF) 的 原核 表达 载体 pET22b (+) /tTF， 再 转化 大 肠 杆 菌 E. coli 
BL21(DE3). 、 经 筛选 、 测 序 获取 高 效 表达 基因 工程 菌株 ， 优 化 IPTG 诱 导 浓 度 、 时 间 及 
培养 条 件 。 在 最 适 条 件 下 大 量 表 达 凝 血 和 蛋白 ， 以 供 后 续 实 验 所 需 。 


表达 获取 的 凝血 蛋白 tTF 通 过 镍 亲 和 层 析 柱 进行 纯化 ， 并 在 含有 梯度 尿素 的 复 性 
缓冲 液 中 透析 复 性 。 透 析 后 的 和 蛋白 用 超 滤 管 进行 浓缩 ， 用 Bradford 法 测 凝 缩 后 的 蛋白 
以 确定 是 否 达 到 实验 所 需 浓 度 。 准 备 就 绪 的 凝血 蛋白 ， 采 用 12% SDS-PAGE 电 泳 法 鉴定 
表达 结果 的 正确 与 否 以 及 纯度 。 


1.4 磁 训 向 凝血 蛋白 的 构建 及 稳定 性 分 析 


磁 度 向 凝血 蛋白 (MNPs-tTF) 的 构建 ， 通 过 成 二 醛 法 来 交 联 ， 并 通过 磁 分 离 法 来 
纯化 。 有 具体 过 程 如 下 : 称 取 本 实验 前 期 制备 的 MNPs， 溶 于 含 5% 戊 二 醛 的 PBS (pH6. 8) , 
终 浓度 为 5ng/ml， 室 温 振 荡 孵 育 10h， 磁 分 离 并 洗涤 数 遍 ; 接着 MNPs 加 入 到 tTF 的 
PBS (pH7. 4) MEE, TACRARA Ah. SEX SUN TUJH S RIRIRAT) ERIBCTF-MNPs 复合 
物 ， 用 PBS (pH7. 4) 洗涤 数 裔 以 去 除 未 结合 的 tTF EA. 


在 室温 下 对 MNPs-tTF 进 行 稳定 性 观察 ， 将 MNPs 和 MNPs-tTF 溶 液 放 置 0、24、48h， 
观察 溶液 的 外 观 、 色 泽 及 纳米 粒 沉 演 析 出 情况 ， 直 观 地 比较 溶液 的 稳定 性 。 


1.5 体外 分 析 磁 靶 向 凝血 蛋白 的 磁 控 靶 向 性 及 凝血 效力 


为 观察 MNPs-tTF 的 磁 控 靶 向 性 ， 对 加 有 药物 培养 的 细胞 施加 外 界 磁 场 ， 使 其 处 于 
不 同 磁场 强度 的 环境 中 ， 进 而 观察 药物 分 布 与 磁场 强度 的 关联 性 。 有 具体 步骤 如 下 : 在 
细胞 培养 下 中 均匀 接种 SMMC-7721 细 胞 ， 加 药 孵 育 的 同时 在 培养 亚 的 一 侧 放 置 磁铁 ， 
使 培养 下 的 不 同 区 域 的 细胞 处 于 不 同 的 磁场 强度 中 , 并 利用 数字 特 拉 斯 针 测 得 培养 严 
不 同 区 域 的 的 磁场 强度 。 在 外 加 磁场 作用 下 ， 药 液 孵 育 细胞 一 段 时 间 后 ， 进 行 普鲁士 
蓝 染 色 ， 普 通 显微镜 下 观察 拍照 分 析 。 


利用 Xa 化 学 显 色 分 析 MNPs-tTF 的 凝血 效力 。 有 具体 过 程 按 Ruf 等 “的 方法 进行 ， 用 
Tris 绥 冲 液 中 配制 系列 浓度 (0. 01-100 kmol/L) 的 BSA、tTF 和 tTF/MNPs 溶 液 ， 加 100 
nmol/L FV, 37 'Ci 810 min; 加 FX 至 终 浓度 5 nmol/L， 混 匀 后 室温 温 育 10 min; 
加 入 100 mmol/L EDTA 终 止 反 应 ; 加 2 nmol/L 生 色 底 物 S2222; 在 5 min 之 内 用 酶 标 仪 
测 0D405 值 。 
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2 结果 分 析 
2.1 磁 流 体 的 磁化 率 分 析 


利用 超 导 量 子 干涉 仪 (SQUID) 在 300K 下 测定 MNPs 颗 粒 的 磁 清 回 线 。 由 图 1 可 见 ， 


MNPs 具 有 较 高 的 饱和 磁化 强度 (63. 4emu/g) ， 同 时 其 可 道 矫 顽 力 和 剩 磁 接近 于 零 ， 
表现 出 超 顺 磁性 ， 即 随 着 磁场 的 减弱 ， 磁 体 的 磁化 强度 有 平稳 值 降低 到 零 ， 在 H=0 时 
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图 1 MNPs 的 磁 滞 回 线 
Fig.1 Magnetization curve of MNPs 


2.2 凝血 蛋白 表达 纯化 的 鉴定 


采用 12% SDS-PAGE 电 泳 法 鉴定 表达 结果 的 正确 与 否 以 及 纯度 。 如 图 2 所 示 ， 参 照 


蛋白 Marker 比 较 未 诱导 表达 菌 和 IPT6 诱 导 表 达 菌 的 泳 道 ( 泳 道 1, 2) ， 可 以 发 现在 分 


里 


量 为 32KDa 处 有 特异 条 带 《〈 即 为 目的 蛋白 条 带 ) 。 其 大 小 与 理论 值 24. 8KDa 略 大 。 这 


与 Stone M.J 等 ”报道 的 情况 相似 ， 是 蛋白 分 子 的 特殊 构 型 在 SDS-PAGE 中 的 异常 迁移 
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造成 的 。 应 用 凝 胶 分 析 系 统 分 析 泳 道 1、2， 目 的 和 蛋白 的 表达 量 分 别 占 总 菌 体 的 目的 蛋 
白 的 表达 量 分 别 占 荔 体 总 蛋白 的 29%、47%。 收 集 的 菌 体 破 碎 后 的 上 清和 沉淀 ( 泳 道 3, 4) 
进行 电泳 分 析 ， 发 现 目的 蛋白 主要 以 包涵 体形 式 存在 。 溶 解 后 的 包涵 体 采 用 不 同 pH 值 
的 梯度 洗 脱 液 纯化 蛋白 ， 比 较 纯 化 前 后 的 蛋白 浴 液 《〈 泳 道 4 6) ， 用 凝 胶 分 析 系 统 分 
析 结 果 表 明 目 的 重 白 纯度 达 95% 以 上 。 比 较 洗涤 液 和 洗 脱 液 流出 液 〈 泳 道 5 6) ， 说 明 
杂 香 白 洗 涤 得 相对 彻底 ， 适 用 于 后 续 实 验 使 用 。 


用 Bradford 法 测定 浓缩 后 蛋白 的 浓度 。 以 三 蒸 水 为 空白 调 零 ， 系 列 总 浓度 (2.5. 
5、7.5、10、12.5、15、17.5、20 ug/mL) BSA 测 0D:。, 做 标准 曲线 〈 图 3) 。 将 复 性 
浓缩 后 的 蛋白 稀释 100 倍 ， 测 的 两 个 平行 样 的 平均 0Dsos, 为 0. 3387， 计 算 浓 缩 后 的 蛋白 
浓度 约 为 1. 2mg/mL。 


注 : M: 和 蛋白 marker; 1: 未 经 JPTG 诱 导 的 BL21 (DE3) MEK; 2: 经 IPTG 诱 导 的 
BL21 (DE3) 总 蛋白 ; 3: 菌 体 超 声 破碎 后 的 上 清 ; 4: 菌 体 超声 破 雄 后 的 沉淀 ; 5: 
经 镍 柱 的 洗涤 流出 液 ，6: 经 镍 柱 纯化 后 的 蛋白 。 


图 2 凝血 蛋白 tTF 的 SDS-PAGE 分 析 
Fig.2 SDS-PAGE analysis for the clotting protein tTF 
Note: M: Protein marker; 1: total protein from BL21(DE3) without IPTG induciton; 2: total 
protein from BL21(DE3) with IPTG induciton; 3: the supernatant of the bacteria cell 
suspensions after ultrasonic treatment; 4: the precipitate of the bacteria cell suspensions 
after ultrasonic treatment; 5: the sample washed from the Ni-NTA column with wash buffer; 


6: the purified product of tTF by Ni-NTA column. 
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图 3 Bradford 法 测定 蛋白 浓度 的 标准 曲线 


Fig.3 Calculation of protein concentation by the method of Bradford 
2.3 磁 训 向 凝血 蛋白 的 稳定 性 


静 置 观察 磁 革 向 凝血 蛋白 的 稳定 性 ， 如 图 4 所 示 ，MNPs 和 MNPs-tTF 溶 液 随 着 放置 
时 间 的 延长 (0、24、48h) ，MNPs 和 MNPs-tTF 深 液 依然 保持 胶体 状态 ， 在 48hMNPs 略 
微 呈 现 沉 降 现 象 。 如 图 4〈d) 所 示 ， 当 外 界 施加 足够 的 磁场 强度 ，MNPs-tTF 能 够 被 定 
向 富 集 ， 即 在 自然 重力 场 下 即 有 均匀 分 散 性 在 外 加 磁场 的 情况 下 又 能 现 磁 丢 向 性 。 分 
别 取 静 置 0、12、24、48h 后 的 MNPs 和 MNPs-tTF 溶 液 上 清 测 0Duu。 值 ， 以 双 蒸 水 调 零 ， 
结果 如 图 5 所 示 ，MNPs 随 着 时 间 增 加 ，0Dewos 值 呈 明 显 的 下 降 趋势 。 而 MNPs-tTF 则 无 明 
显 变化 ， 说 明 经 重组 凝血 蛋白 tTF 的 修饰 更 能 稳固 纳米 粒 的 稳定 性 ， 从 而 适用 于 生物 
学 实验 研究 的 应 用 。 


图 4 MNPs 和 MNPs-tTF 的 稳定 观察 


Fig.4 Stability of the MNPs and MNPs-tTF 


chinaXiv:201707.00673v1 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


中 国生 物 工程 杂志 China Biotechnology 


CI MNPs 

" BB MNPs-tTF 
E 
E 
24 
a 
(e) 

2 

0 

SS KON QN ra 
B3 EI 时 间 


图 5 MNPs 和 MNPs-tTF 的 ODeo0onm 值 
Fig.5 OD600nm Value of MNPs and MNPs-tTF 


2.4 磁 靶 向 凝血 蛋白 的 磁 控 靶 向 性 


在 MNPs-tTF 溶 液 暑 育 细胞 的 同时 施加 不 同 的 磁场 强度 , 使 不 同 区 域 的 MNPs-tTF 浓 
度 分 布 随 磁场 强度 的 不 同 而 不 同 。 细 胞 经 普鲁士 蓝 染 色 后 ， 显 微 镜 下 观察 MNPs-tTF 的 
分 布 进而 指示 MNPs-tTF 的 磁 控 诅 向 性 。 如 图 6 所 示 ， 右 侧 为 高 磁场 区 左 侧 为 低 人 磁场 区 ， 
经 细胞 染色 后 高 磁场 区 的 细胞 呈 深蓝 色 低 磁场 区 的 细胞 不 最 色 , 说 明 MNPs-tTF 在 磁场 
力 的 引导 下 表现 出 了 定向 分 布 的 特征 ， 在 磁场 强度 高 的 地 方 分 布 浓度 亦 高 。 


图 6 普鲁士 蓝 染 色 分 析 MIN 了 Ps-tTEF 的 磁 控 丢 向 性 


Fig.6 Prussian blue staining analysis for the magnetic-induced targeting effect of 


MNPSs-tTF in different magnetic field 
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2.5 磁 靶 向 凝血 蛋白 的 凝血 效力 


分 别 测 0.01、0.1、1、10、100 umol/LHJtTF. MNPs-tTFAIBSA£fEFactor X 活 化 反 
应 后 的 0D405nm。 结 果 如 图 7 所 见 ，tTF 和 MNPs-tTF 在 1 nt mol/L 以 上 时 都 能 有 效 活化 FX 


而 增强 405nm 处 吸收 峰 ， 且 无 明显 差异 ， 而 同 浓度 的 BS 
tTF 凝 血 蛋 日 活化 FX 而 启动 外 源 性 凝血 通路 的 活性 。 


2.5 
—I—BSA 

日 2 
E 一 一 MNPs-tTF 
$ qs —TF 
: 
S 1 
E 
4 os 

0 


A 没 反应 。 可 见 MNPs-tTF 保 留 有 


0.01 0.10 1.00 10.00 | 100.00 


Concentration(qymol/T) 


图 7 Factor X 活化 实验 分 析 MNPs-tTF 的 促 凝 血 活力 


Fig.7 Blood coagulation activity of MNPs-tTF by 


3 讨论 


Factor X activation assay 


随 着 人 类 心 脑 血 管 疾病 发 生 率 的 增加 ， 近 年 来 有 关 缺 血 脑 革 中、 心肌 梗塞 等 研究 
也 增加 。 动 物 血 栓 模 型 是 研究 人 类 栓塞 形成 与 血栓 栓塞 机 制 与 治疗 最 常用 方法 之 一 ， 
几乎 所 有 的 研究 均 需 可 以 使 用 动物 血栓 模型 来 模拟 。 这 就 需要 大 量 制备 过 程 简单 、 可 
重复 率 高 ， 血 栓 部 位 可 控 的 动物 模型 理想 的 栓塞 材料 应 该 符合 以 下 要 求 : 无 毒 、 无 抗 


原 性 、 具 有 恨 好 的 生物 相 容 性 ， 能 够 迅速 按 需 求 栓 塞 不 同 口径 、 血 流量 的 血管 。 且 尽 


可 能 易 得 ， 易 消毒 。 更 智能 的 栓塞 剂 可 以 控制 栓塞 时 间 的 长 短 ， 一 旦 需要 ， 可 以 使 血 


管 再 通 。 ”。 磁 性 纳米 作为 载 药 系统 是 近年 来 研究 的 一 个 新 热点 。 磁 性 纳米 具有 一 般 


纳米 材料 特有 的 小 尺寸 效应 、 量 子 效 应 ， 更 重要 的 是 它 具 有 的 独特 的 超 顺 磁 性 能 。 在 


磁场 作用 下 具有 磁 控 导向 ,将 栓塞 药物 靶 向 特定 的 组 


只 器 官 ”。 且 磁性 纳米 氧化 铁 在 


血管 内 聚集， 本 身 也 能 起 到 一 定 的 栓塞 效果 ， 可 被 应 用 于 动脉 栓塞 ,能够 完全 阻 断 或 
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部 分 阻 断 血管 内 的 血液 流动 ”。 本 课题 制备 的 磁 流 体 MNPs 具 备 良 好 磁 革 向 性 ， 可 以 在 
外 加 磁场 的 作用 下 ， 主 动 靶 向 在 需要 栓塞 的 血管 部 位 。 组 织 因子 (Tissue factor, 
TF) 是 唯一 不 存在 于 正常 人 血浆 中 的 凝血 因子 ， 是 外 源 性 凝血 级 联 反 应 的 始 发 因子 ， 
是 塑造 血栓 动物 模型 的 天 然 材料 。 但 是 , 凝血 蛋白 其 存在 蛋白 不 纯 、 活 性 不 稳定 和 难 
定向 、 定 位 等 缺点 ”。 传统 的 动物 栓塞 模型 是 通过 血管 插 管 的 方式 放置 弹簧 圈 、 明 胶 、 
明胶 海绵 等 栓塞 剂 在 特定 的 血管 从 而 达到 栓塞 效果 。 介 入 给 药 的 方法 不 仅 操作 复杂 ， 
而 且 对 动物 伤害 很 大 ， 也 很 难 对 小 血管 进行 栓塞 ，"“。 本 课题 结合 磁 流 体 纳米 材料 和 
重组 凝血 蛋白 的 特点 , 构建 了 一 种 新 型 的 栓塞 剂 ， 实现 凝血 蛋白 的 定向 传递 与 定位 分 
布 。 该 新 型 栓塞 剂 可 通过 静脉 注射 方式 给 药 ， 如 小 鼠 的 尾 静 脉 、 家 免 的 耳 缘 静脉 等 。 
给 药 后 ， 在 外 加 磁场 的 控制 下 ， 实 现 动 物体 内 的 定位 血管 或 组 织 的 血栓 形成 。 为 定向 
诱发 血栓 动物 模型 提供 一 种 的 新 的 可 控 工 具 。 


总 而 言 之 ， 本 课题 构建 的 栓塞 剂 ， 有 操作 简单 、 可 定位 、 成 本 廉价 、 可 同时 进行 
2 多 个 部 位 的 栓塞 等 优点 。 而 且 是 利用 组 织 因子 形成 血栓 栓塞 ， 比 较 其 他 明胶 或 金属 环 
c 等 固体 栓塞 剂 更 趋 近 于 血栓 形成 与 血栓 栓塞 的 病理 过 程 , 更 有 利于 研究 血栓 形成 与 血 
s BREYER JE EESERRUS 得。 
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